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文章编号: 1001 3806( 2003) 06 0506 04

激光预处理种子提高大豆幼苗抗冷害的机理探讨

郭金华
1
尹若春

2
徐 剑

3
余增亮

1

( 1中国科学院等离子体物理研究所离子束生物工程学重点实验室, 合肥, 230031)

( 2安徽大学生命科学学院生物技术系, 合肥, 230039) ( 3安徽丰乐种业农业科学技术学院,合肥, 230031)

摘要: 从能量转移、膜系统和自由基 3 个方面探讨了激光预处理大豆种子提高其幼苗抗寒性的机理。研究结

果表明,激光( He Ne)预处理大豆种子不但明显地提高大豆种子三磷酸腺苷( ATP)的含量, 而且提高其幼苗(子叶期

到第一真叶期)的抗低温胁迫的能力。处理组幼苗在 3 ~ 5 低温胁迫下比对照组有较高的过氧化氢酶( CAT)、过

氧化物酶( POD)、超氧化物歧化酶( SOD)和淀粉酶( AML)的活性及可溶性蛋白质含量。同时预处理还降低了幼苗子

叶中超氧阴离子( O2
- .

)含量、丙二醛( MDA)的积累量及电解质外渗率。

关键词: 激光生物学;抗冷害机理; 激光预处理种子; ATP;酶活性; 自由基;膜透性;大豆幼苗
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Mechanism research of soybean seedling cold acclimation through

pretreatment of soybean seeds with He Ne laser
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Abstract: How laser pretreatment can improve soybean seedlings cold acclimation is studied in the view of energy

transformation, biomembrane integrality and oxygen free radical injury. The results show that pretreatment of soybean seeds with He

Ne laser enhance not only the seeds content of ATP but also seedlings cold acclimation dur ing cotyledons to primary leaves

stage. Pretreatment groups seedlings at 3 ~ 5 temperature have much higher enzyme activities and content of catalase

(CAT ) , peroxidase ( POD ) , superox ide dismutase ( SOD) , amylase ( AML ) and soluble protein content than those in control.

Pretreatment of soybean seeds with laser also decreases the rate of product of O2
- . , the accumulation of MDA and the conductivity

rate at low temperature.

Key words: laser biology; mechanism of cold acclimation; pretreatment seed with laser; ATP; free radical; enzymes activity;

membrane permeability; soybean seedling

作者简介: 郭金华, 男, 1963 年 9 月出生。副教授。从

事植物诱变育种及作物生理方面的科研工作。
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引 言

一些研究结果表明, 通过不同波长和类型的激

光作为诱变源已培育出多种农作物新品种, 并对其

诱变的机理也进行了一些报道
[ 1~ 3]
。大豆为喜温植

物,若在出苗时遇到低温侵袭,往往会造成腐烂、发

芽率下降, 严重地影响生产。为此,笔者运用He Ne

激光预处理大豆种子, 通过分析种子 ATP 含量及种

子萌发过程中酶的活性、超氧阴离子( O2
- . )的形成、

脂质过氧化产物 MDA的积累和膜透性的变化。动

态追踪有关活性氧清除酶的活性,探讨不同剂量、不

同的辐照时间的作用效应与抗冷害之间的关系。试

图从能量转移、膜生物学及自由基生物学角度来综

合分析激光的作用机制, 为激光辐照增强作物抗逆

(冷害)性提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 处理与材料

材料为丰豆 101种子,试验随机分为 5组, 每组

3个重复, 每重复 60粒, 其中 4组处理, 1组对照。

处理组接受激光辐照。He Ne激光器的波长为 632.

8nm,激光直射大豆种子胚, 距离为 5cm,辐射功率密

度分别为 3. 8mW/ mm2 和 5. 4mW/ mm2。每种功率密
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度的辐射时间为 60s和 300s两种。将对照及处理组

种子置于( 25 ! 1) 恒温培养箱内浸种、催芽。室内

培养,待子叶伸展后移至( 3~ 5) 低温培养箱中, 在

1000lx 光强, 12h/ d光周期。冷胁迫的第 0, 1, 2, 3天

分别取处理组和对照组的子叶,做酶活性分析,可溶

性蛋白质含量, 超氧阴离子( O2
- . )和丙二醛含量以

及电解质外渗率的测定。

1. 2 测定项目及方法

取各处理的种子 25粒, 放入试管中, 加入 15mL

无水乙醇,沸水浴中煮干,加入 15mL 蒸馏水后煮沸

5min,冷却。吸取 0. 5mL提取液与闪烁杯中, 分别加

入0. 8mL 荧光素酶液, 将闪烁杯置于全自动液闪计

数器上测其发光强度, 因ATP 含量与发光强度成正

比,故可测出ATP 的相对含量。

电解质外渗率测定参照朱广廉等的方法[ 4]。可

溶性蛋白含量测定参照 Bradford 的考马斯亮蓝 G

250染色法
[ 5]

,以标准牛血清白蛋白( BSA)作标准曲

线。超氧阴离子( O2
- . )含量测定参照王爱国等的方

法[ 6]。丙二醛( MDA)含量测定参照Heath等的硫代

巴比妥酸( TBA)比色法[ 7]。超氧物歧化酶( SOD)活

性测定参照田廷亮的抑制 NBT 光化还原法
[ 8]
。过

氧化物酶(POD)活性测定采用愈创木酚法[ 4]。淀粉

酶( AML)活性采用 3, 5 二硝基水杨酸法[ 4]测定。过

氧化氢酶( CAT)活性的测定采用碘量法测定[ 8]。

以上所有项目的测定均重复 3次, 最终结果取

3次试验的平均值。

2 结果与分析

2. 1 激光预处理对大豆种子 ATP含量的影响

表1表明:种子经激光处理后, ATP 含量比对照

组明显提高, 其中以 3. 8mW/ mm
2
, 300s处理的增加

幅度为最大,说明一定剂量的激光可提高种子 ATP

的含量。种子 ATP 含量增加可加速种子萌发, 提高

生理生化代谢过程。
Table 1 The effect of laser on ATP content of soybean seeds

t reatment ATP/ cpm ! %

CK 18840

3. 8mW/ mm2 60s 21870 16. 1

300s 28380 50. 6

5. 4mW/ mm2 60s 24760 31. 4

300s 20950 9. 9

2. 2 激光预处理对幼苗子叶代谢活力的影响

由图1知 , 幼苗转入低温培养后的第1、第2

Fig. 1 Effect of He Ne laser on soluble protein content in cotyledon of soy

bean seedling at low temperature

天,可溶性蛋白质含量呈下降趋势,处理组和对照组

无明显差别。随后可溶性蛋白质含量上升,处理组

上升较快。说明处理组子叶蛋白质合成恢复速度大

于对照组, 幼苗适应和抵抗低温的能力增强, 这与

AML活性相吻合(见图 2)。AML活性高可使细胞中

积累更多单糖,使原生质浓厚,增强抗低温冷害的能

力。处理组的AML 活性都高于对照组,说明激光预

处理可提高幼苗抗害能力。

Fig. 2 Effect of He Ne laser on amylase activity in cotyledon of soybean

seedling at low temperature

2. 3 激光预处理对幼苗子叶生物膜的影响

由图 3、图 4和图 5可看出,在幼苗受到低温胁

迫的第 1天,各处理组的 O2
- .含量都有不同程度地

Fig. 3 Effect of He Ne laser on O2
- . content in cotyledon of soybean

seedling at low temperature

升高,随后其含量直线下降, 而对照组的 O2
- . 含量

却一直上升。随着冷害胁迫的延长,MDA 在细胞内

507第 27 卷 第 6期 郭金华 激光预处理种子提高大豆幼苗抗冷害的机理探讨
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积累增加, 电解质渗漏逐渐加大, 对照组的 MDA 水

平明显高于处理组, 电解质外渗率又高于处理组。

说明激光预处理种子影响到膜系统结构与功能的完

整,进而影响幼苗耐受低温的能力。

Fig. 4 Effect of He Ne laser on accumulation of malondiadehyde in cotyledon

of soybean seedling at low temperature

Fig. 5 Effect of He Ne laser on electrolytic leakage of cotyledon of soybean

seedling at low temperature

2. 4 激光预处理对大豆幼苗子叶自由基清除酶系

的影响

图 6、图 7 和图 8表明: SOD, POD, CAT 3种自

Fig. 6 Effect of He Ne laser on superoxide dismutase act ivity in cotyledon of

soybean seedling at low temperature

由基清除酶活性在大豆幼苗突然受到低温协迫时,

第 1 天活性都下降。处理组幼苗的 SOD, POD 和

CAT 活性下降缓慢,而对照组的 SOD和 CAT 活性下

降迅速。说明对照组幼苗对冷胁迫敏感, 处理组耐

受性较高。到了第 2、第 3 天处理组幼苗的 SOD,

POD和 CAT 活性在冷胁迫诱导下迅速增加, 上升幅

度大于对照组。由于处理组幼苗内的 SOD, POD和

CAT 3种酶活力大大高于对照组, 这就使得其幼苗

清除多余氧自由基能力加强,增强幼苗的适应能力。

Fig. 7 Effect of He Ne laser on peroxidase activity in cotyledon of soybean

seedling at low temperature

Fig. 8 Effect of He Ne laser on catalase activity in cotyledon of soybean

seedling at low temperature

3 讨 论

生物化学中ATP 产生的构象偶联假说认为
[ 9]

,

由电子传递而释放的能量,能量转移到线粒体的构

象中,当这种高能的收缩态转变成低能量的膨胀态

时,此能量可用于合成 ATP。实验结果表明: 大豆种

子经激光进行预处理后,ATP含量比对照明显增加。

这可能是线粒体在激光辐照下获得能量, 将该能转

移到线粒体变化中, 从而增加了 ATP 含量。同时,

由于激光的电磁场效应, 用一定剂量的激光照射植

物细胞,可在线粒体膜表面形成环形电场,这种电场

可能加快电子传递速度,增加氧化磷酸化速度, 促进

ATP产生,从而提高ATP 的含量。种子的ATP 含量

的增加对种子的活力有着积极的意义, 它可以促进

种子的萌发, 加快其生理生化的进程。这可能是激

光生物效应的重要原因之一。

生物体在逆境如低温情况下, 细胞的某些代谢

失调,致使产生大量自由基, 打破了自由基代谢平

508 激 光 技 术 2003 年12月



版权所有 © 《激光技术》编辑部
        http://www.jgjs.net.cn 

激光技术  jgjs@sina.com

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 

版
权

所
有

 ©©
《

激
光

技
术

》
编

辑
部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

《
激

光
技

术
》

编
辑

部

衡,从而造成对细胞的伤害。而 CAT, SOD, POD 等

自由基清除酶在 O2
- . 浓度上升时, 可大量合成, 从

而提高清除自由基的能力。本实验结果显示: 激光

预处理的大豆幼苗比对照组有较高的 CAT, SOD,

POD活性, 明显地提高了机体活性氧代谢水平。这

就有效地减轻种子在吸水萌发呼吸速率急剧增加时

在呼吸电子传递链上NADH 黄素蛋白和辅酶Q Cytb

等位点因形成电子漏而促进 O2
- .的大量生成导致

的膜系统活性氧损伤[ 10] , 进而增强幼苗生长的活

力。

研究中还发现, 处理组AML 活力明显高于对照

组,MDA和电解质外渗率低于对照组。MDA和电解

质外渗率低说明膜脂过氧化程度低,膜受到的损伤

小。AML 活力的提高有助于生物膜结构的完整, 使

得膜功能更加完善,为提高代谢酶系及保护酶系的

活力奠定了物质基础。

综上所述,从能量转移、膜系统和自由基伤害方

面来解释激光预处理大豆种子的后生物效应:种子

内ATP 含量提高, 加速了种子的萌发, 提高了酶的

活性,而膜结构功能的完整为酶活性调节的提供了

物质基础。酶活性的提高,使得清除自由基能力增

强,最终表现出幼苗的耐寒性提高。
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带增宽,且由于回火区硬度随着回火带宽增大而逐

渐降低,以至于产生不能满足实用要求的软化带。

通过多次试验, 得出 50# 钢模切辊激光表面淬火的

最佳工艺参数是:激光功率 2. 0kW、扫描速度 12mm/

s、离焦量 50mm、搭接率 20%左右。图 6是 50# 钢模

切辊激光表面淬火的照片。

Fig. 6 Laser surface hardening for mould cutting roller of 50 carbon steel

3 结 论

( 1)在适当的工艺参数下,对 50# 钢模切辊进行

激光淬火,工件变形很小, 完全可以满足实用需要。

( 2) 50# 钢模切辊经激光表面淬火后,硬化层组织由

细小的位错马氏体和隐晶马氏体及少量的残余奥氏

体组成,组织细密,硬度高,整体的硬度分布比较均

匀。
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